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摘 要: 目的: 通过功效实验来观察大豆短肽颗粒剂的保健功效作用。方法: 通过小鼠的抗疲劳实验和抗氧

化实验对大豆短肽颗粒剂的功效及作用进行了研究。结果: 大豆短肽颗粒剂有明显的抗疲劳和抗氧化作用。结

论: 采用该方法确定大豆短肽颗粒剂的功效与作用，操作简便、准确可靠，为大豆短肽颗粒剂的临床试验提供科

学的理论依据。
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Abstract: Objective: To observe the effect of health care effect of soybean short peptide granules
by the efficacy experiment．Methods: The effect and the role of anti fatigue and antioxidant experiments
in mice on soybean peptide granules were studied． Ｒesults: Soybean short peptide granule had obvious
anti fatigue and anti oxidation． Conclusion: Using this method to determine the function and effect of
soybean peptide granules，simple operation，accurate and reliable，and to provide a scientific basis for
clinical trials of soybean peptide granules．
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大豆短肽原剂型为粉剂，具有增强体能和消除

疲劳的功效，同时易于消化和吸收［1］，但原剂型服

用十分不便，随着人们生活水平的不断提高，对保

健类产品的质量要求也越来越高［2］。所以拟改为

颗粒剂，以便于病人服用、携带和规模化生产。同

时通过功效实验来观察大豆短肽颗粒剂的保健功

效作用［3］。文献资料报道大豆短肽具有抗疲劳、
降血压［4，5］、抗氧化［6］ 及降胆固醇［7］ 促进脂肪代

谢［8］等多种生理活性。所以我们通过小鼠的抗疲

劳实验和抗氧化实验对大豆短肽颗粒剂的功效及

作用进行了研究，为大豆短肽的保健功能提供了科

学的理论依据。

1 实验药品与设备

1． 1 实验动物与药品

Wistar 大鼠、昆明种小白鼠( 内蒙古大学实验

动物中心) 大豆短肽颗粒剂( 内蒙古医科大学药学

院自制 批号 20120306) 乳清蛋白粉( 索莱宝生物
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科技有限公司) 人脐静脉内皮细胞 ( ECV340 ) ( 中

国典型培养物保藏中心) 试剂青霉素 － 链霉素双

抗( 美国 hyclone 公司) 胎牛血清( 天津灏洋生物公

司) 胰蛋白酶( Amresco0458 ) 甲基偶氮唑盐( MTT，

美国 Sigma 公司) DMSO 液( 北京化工厂) ，双氧水

H2O2 ( 分析纯，天津市科盟化工工贸有限公司) 。
1． 2 实验设备

HC － TP11B． 10 架盘药物天平( 北京宣武天平

厂制) ，酶标仪 ( 北京市永光医疗仪器厂) ，AB135
－ s 电子天平和 Al204 电子天平( 梅特勒 － 托利多

仪器有限公司) ，KQ －250DA 型数控超声波清洗器

( 昆山市超声仪器有限公司) 。超净工作台 ( 北京

市永光医疗仪器厂) 。

2 实验方法

2． 1 抗疲劳实验

2． 1． 1 实验动物分组及给药剂量 取小鼠 70 只，

适应性游泳 2d，每天 10min，淘汰不会游泳的小鼠，

将剩余 50 只小鼠随机分为 5 组，每组 10 只，雌雄

各半，体重 18 ～ 22g。阴性对照组 ( CG) 蒸馏水灌

胃; 大豆短肽颗粒剂低剂量组、大豆短肽颗粒剂中

剂量组和大豆短肽颗粒剂高剂量组，其给药剂量分

别 为 2． 0 g /kg ( LD ) 、4． 0 g /kg ( MD ) 和 8． 0 g /kg
( HD) 。阳性对照组( WPC) 乳清蛋白溶液灌胃，剂

量为4． 0g /kg。小鼠每天进行 45min 游泳练习，游

泳后灌胃，连续实验 30d。
2． 1． 2 测定指标 力竭游泳时间测定［9］ 于第 31
日取前一日进行血乳酸测量的各组 10 只小鼠，用

肥皂水洗去小鼠体表油脂，然后将小鼠尾根部负荷

5%体重的铅皮，放入水温( 25 ± 1． 0) ℃、水深 30cm
的水槽中游泳，记录小鼠自入水后到沉入水中 7s
不能浮出水面( 处于力竭状态) 的时间。
2． 2 抗氧化实验［14 ～ 16］

2． 2． 1 含药血清的制备 大鼠灌胃给予大豆短肽

颗粒剂4． 0g /kg，连续 5d，2 次 /d，腹主动脉采血，静

置 30min 于 4℃3000r /min 离心 15min，分离血清，

56℃灭活 30min，微孔滤膜过滤除菌。收集血清，

备用。
2． 2． 2 人脐静脉细胞 ( ECV340 ) 培养 ECV340
常规方法培养: 以含 10% 胎牛血清，1% 的双抗的

1640 培养液培养 ECV340 细胞，置于 37℃，5% CO2

条件培养，定期换液，待细胞进入对数生长期，用

0． 25%胰蛋白酶消化传代。
2． 2． 3 96 孔板的接种 取生长良好的对数生长

期细胞，用0． 25%的胰酶消化，制成细胞悬液，以 5
× 104 /mL 的密度接种于 96 孔板上( 每孔 100μL) ，

培养 24h 后，换为含 5% 胎牛血清 1640 培养液培

养 24h 后细胞生长至 50% ～60%用于实验。
2． 2． 4 筛选过氧化氢氧化损伤的最适浓度 以终

浓度为 100、200、400、600μmol /L 过氧化氢干预接

种于 96 孔板的 ECV340 细胞，每组 8 孔，干预 12h
后，吸 弃 培 养 液，加 无 血 清 培 养 液 90μL、
10μLH2O2，MTT 法检测细胞活力，即每孔加 5g /L
的 MTT 液 10μL，培养 4h 后吸弃 75μL 培养液，再

加 75μL 二甲基亚砜 ( DMSO) 并震荡。用酶标仪

( 波长为 490nm 及 570nm) 检测吸光度 A 值。得出

最佳 H2O2 浓度为 200μmol /L。
2． 2． 5 MTT 法检测含药血清对细胞氧化损伤的

影响［17，18］ 选取 8 只 wistar 大鼠，随机分为 2 组，

即阳性对照组 ( 灌胃给予丹参滴丸溶液，剂量为

4． 0g /kg 连续 5d，2 次 /d) ，原药组给予大豆短肽颗

粒剂4． 0g /kg，连续 5d，2 次 /d、制备含药血清( 处理

方法同上) 。取细胞培养板，每孔加入经微孔滤膜

灭菌的 1640 培养液 100uL，每组设 8 复孔，分为以

下几组: ( 1 ) 含原药血清组，( 2 ) 阳性组 ( 3 ) 模型

组，( 4 ) 阴型对照组。 ( 1 ) ( 2 ) 两组每孔 加 血 清

20uL，预 处 理 8h，( 1 ) ～ ( 3 ) 组 加 终 浓 度 为

200μmol /L 的 H2O2 和终浓度同前的含药血清( 血

清占总体积的 1 /5 ) 继续培养 12h 后，然后加入

10uL 浓度为 5g /L 的 MTT，培养 4h，再加入 75uL 的

DMSO，用酶标仪测定 96 孔板在 570nm 及 490nm
处的吸收值，记录数据，进行统计学处理。

3 实验结果

3． 1 抗疲劳实验结果

小鼠服用大豆短肽颗粒剂后，长时间运动耗能

后，小鼠的体重没有因此下降。高剂量组和阳性对

照组力竭游泳时间与阴性对照组比较有显著性差

异( P ＜ 0． 05) ，其力竭游泳时间分别延长了66． 5%
和69． 2% ; 中剂量组与阴性对照组比较有极显著性

差异( P ＜ 0． 01) 力竭游泳时间延长了87． 5% ; 中剂

量组与 阳 性 对 照 组 比 较 有 极 显 著 性 差 异 ( P ＜
0． 01) 。在宏观上体现出大豆短肽颗粒剂具有良

好的抗疲劳作用［10，11 ～ 13］。见表 1、表 2。
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表 1 小鼠实验前后体重( n = 10，珋x ± s)
Tab． 1 The weight of mice before and after the experiment ( n = 10，珋x ± s)

组别 空白 LD MD HD 乳清

体重 / g
24． 8 ± 2． 4 25． 9 ± 2． 9 24． 7 ± 2． 9 24． 8 ± 2． 8 24． 8 ± 2． 4
29． 0 ± 2． 2 31． 9 ± 1． 7 30． 4 ± 0． 7 32． 9 ± 2． 1 30． 9 ± 1． 3

表 2 大豆短肽颗粒剂对耐力运动小鼠

负重游泳时间的影响( min，珋x ± s)
Tab． 2 Effects of soybean peptide granules on swimming

time load endurance in mice( min，珋x ± s)

组别 剂量( g /kg) ( min)

阴性对照组 等容量生理盐水 34． 4 ± 7． 38
低剂量组 2． 0 35． 9 ± 6． 54
中剂量组 4． 0 64． 5 ± 6． 72＊＊

高剂量组 8． 0 57． 3 ± 5． 79*

阳性对照 4． 0 58． 2 ± 5． 29

与阴性对照组和阳性对照组比较* P ＜ 0． 05有显著性差异，与

阴性对照组和阳性对照组比较＊＊P ＜ 0． 01有极显著性差异

3． 2 抗氧化实验［19］结果

( 1) 模型组细胞活力显著低于阴性对照组( ＊＊

P ＜ 0． 05) ，表明过氧化氢氧化损伤模型成功建立;

( 2) 含药血清组细胞活力显著高于模型组 ( * P ＜
0． 05) ，表明大豆短肽原药具有良好的抗氧化作

用; ( 3) 含药血清组细胞活力高于阳性对照组( * P
＜ 0． 05) ，表明大豆短肽原药的抗氧化活性优于丹

参滴丸。见表 4。
表 3 大豆短肽抗氧化作用的影响( 珋x ± s)
Tab． 3 The effects of antioxidant effects

of soybean peptides ( 珋x ± s)

组别 培养板孔数 珋x ± s
模型组 8 0． 126 ± 0． 020＊＊

含药血清组 8 0． 482 ± 0． 178*

阴性对照组 8 0． 228 ± 0． 035
阳性对照组 8 0． 124 ± 0． 035

与模型组和阳性对照组比较* P ＜ 0． 05; 和阴性对照组比较
＊＊P ＜ 0． 05

4 讨论

疲劳是机体活动到达一定程度后产生的一种

自我保护的生理机制，可以防止威胁生命过度机能

衰竭。小鼠服用大豆短肽颗粒剂后，长时间运动耗

能后，小鼠的体重没有因此下降。负重游泳实验证

实，高剂量组和阳性对照组力竭游泳时间与阴性对

照组比较有显著性差异( P ＜ 0． 05) ，其力竭游泳时

间分别延长了66． 5%和69． 2% ; 中剂量组与阴性对

照组比较有极显著性差异( P ＜ 0． 01 ) 力竭游泳时

间延长了87． 5% ; 中剂量组与阳性对照组比较有极

显著性差异( P ＜ 0． 01 ) 。在宏观上体现出大豆短

肽具有良好的抗疲劳作用。
通过运用血清药理学方法探讨大豆短肽颗粒

剂含药血清对过氧化氢诱导的人脐静脉细胞氧化

损伤的影响，得出大豆短肽颗粒剂发挥抗氧化作用

的有效剂量应适中，从而为大豆短肽的临床服用剂

量提供了参考。
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因参与的过程，引起细胞发生转化，需与多种抑癌

基因的改变协同作用。检测单一指标来预测肿瘤

的灵敏性与特异性均不尽人意，细胞周期素 D1 及

ＲasP21 蛋白均是与胃癌发生发展及转移具有密切

关系的指标，因此，联合检测有助于预测胃癌的发

生、发展及预后。

参考文献

［1］左连富． 流式细胞术与生物医学［M］． 沈阳: 辽宁科学

技术出版社，1996: 265
［2］Morkve O，Laerum OD． Flow cytometry measurement of

P53 protein expression and DNA content in paraffin em-
bedded tissue from bronchial carcinoma［J］． Cytometry，

1991; 12( 5) : 438
［3］陈兵，刘为纹，府伟灵，等． 胃癌组织中端粒酶活性与细

胞周期蛋白 D1 表达关系的研究［J］． 肿瘤防治研究，

2011; 30( 6) : 449 － 451
［4］Huang GX，Cheng ＲX，Feng DY． P16 and cyclinD1 protein

expression and P16 gene mutation in primary human hepa-
tocellular carcinoma［J］． Hunan Yi Ke Da Xue Xue Bao，

2010; 26( 6) : 527 － 530
［5］Wang X，Zou S． The relationship of cyclinD1 and est rogen

receptorexpression in the process of proliferation andmetas-
tas is in breast neoplasm［J］． Tongji Med Univ，2008; 21
( 3) : 231 － 232

［6］Guggerm，K appeler A，Von lanthen S，et al． A lterations of
cellcycle regulators are less frequent in advanced non －
small cell lung cancer than in resectab letumours［J］． Lung

Cancer，2001; 33( 2 /3) : 229 － 239
［7］Zhang L，Xu Y，Ge Y，et al． Expression of P27 protein and

CyclinD1 in laryngeal carcin oma［J］． Lin Chuang Er Bi
Yan Hou Ke Za Zhi，2002; 16( 12) : 646 － 652

［8］程剑，苏长青． CyclinD1 在胃癌中的表达扩增及其生物

学意义［J］． 临床消化病杂志，2001; 13( 4) : 171 － 172
［9］Bartkovaj，Lukasj，Mullerh，et al． Abnomal patterns of D －

type cyclin expression and G1 regulation in human head
and neck cancer［J］． Cancer Ｒes，2010; 55( 4) : 949

［10］Nakamurum，Konish N，Hiassy，et al． Frequent alterations
of cell － cycle regulation in astrocyytic tumors as delected
by molecular genetic and immunohistochemical analyses
［J］． Brain Tumor Pathol，2009; 15( 2) : 83

［11］孙哲，高鹤立． P21 Ｒas P16 在大肠癌中的表达及临床

意义［J］． 世界华人消化杂志，2011; 9( 12) : 1399
［12］程坤． 膀胱肿瘤组织中 Ｒb、E2 F － 1 及 P21 的表达及

其意义［J］． 现代肿瘤医学，2010; ( 8) :

［13］Kim YJ，Chu HD，Kim DY，et al． Expression of cellular onco-
gene in human gastric carcinoma: c － myc，Cerbb － 2 and c
－Ha － ras［J］． J Surg Oncol，1993;54( 3) : 167 －170

［14］1 魏茂富，卢义生，刘镜文，等． P21 在大肠癌、大肠腺

瘤及正常大肠粘膜中的表达及临床意义［J］． 中国现

代医生，2009; 47( 4) : 1 － 14
［15］宋懿懿，顾爱琴，韩宝惠． P21、P53 和 c － erb b － 2 在非

小细胞肺癌组织中的表达及临床意义［J］． 上海交通

大学学报( 医学版) ，2011; 31( 3) : 295 － 298

( 责任编辑: 程立新

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

)

( 上接第 440 页)

［11］Stainsby WN． Biochemical and physiological bases for lac-
tate production［J］． Med． Sci． Sports Exerc，1986; 18
( 3) : 341

［12］郭冰冰． 运不同运动负荷大鼠骨骼肌损伤及修复过程

中血液肌酸激酶和乳酸脱氢酶变化的研究［D］． 吉林

大学，2012; 6: 60
［13］彭 莉，王启荣，毕秋芸． 补充大豆多肽对递增负荷运动

大鼠血清 ldh、alt、ast 活性的影响［J］． 北京体育大学

学报，2008; 31( 2) : 199
［14］G van hall． The effect of free glntamine and peptide in-

gestion onthe rate ofmuscle glycogen resynthesis inman
［J］． Int J SportMed，2000; 21: 25

［15］周越，李扬，王瑞元，等． 运动性骨骼肌损伤评价指标

－ 血清 CK、ldh、Mb 的比较［J］． 中国运动医学杂志，

2008; 27( 2) : 206 － 208

［16］Paddon － jones D，Keech A，Lonergan A，et al． Differential
expression of muscle damage in humans following acute
fast and slow velocity eccentric exercise［J］． J Sci Med
Sport，2005; 8( 3) : 255 － 63

［17］郭刚． 骨骼肌运动性微损伤机制及牛磺酸、白藜芦醇

干预效果研究［D］: ［博士学位论文］． 上海: 上海体育

学院，2009
［18］孙茹． 骨骼肌损伤与修复过程中炎症反应与肌卫星细

胞再生关系的研究［D］: ［博士学位论文］． 长春: 东北

师范大学，2009
［19］Gros J，Manceau M，Thomev，et al． A common somitic ori-

gin for embryonic muscle progenitors and satellite cells
［J］． Nature，2005; 435( 7044) : 954 － 958

( 责任编辑: 于晶峰)

·444· Journal Of Inner Mongolia Medical University Oct． 2015 Vol． 37 No． 5


